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研究成果の概要（和文）：発達期の脳へのエストロゲン感作により、キスペプチンニューロンにおけるキスペプ
チン遺伝子（Kiss1）発現が特異的かつ不可逆に消失するメカニズムの解明を目的とし、（１）キスペプチンニ
ューロンを蛍光蛋白により常時可視化できる遺伝子改変ラットの作製に成功し、発達期の様々なフェーズにおい
て脳内の蛍光発現細胞を組織学的に検索した。（２）生後にテストステロンを投与した雌ラットにおいて視床下
部における可視化キスペプチンニューロンが雄性化することを明らかにした。（３）キスペプチンニューロン常
時可視化ラットを用いて、視床下部キスペプチンニューロンに発現する遺伝子リストを得た。

研究成果の概要（英文）：This study examined the mechanism mediating specific and irreversible loss 
of kisspeptin gene (Kiss1) expression in hypothalamic kisspeptin neurons by neonatal estrogen in the
 developing brain. The following studies were conducted. (1) We succeeded in creating gene-modified 
rats in which kisspeptin neurons can be constantly visualized with a fluorescent protein regardless 
of Kiss1 expression. Furthermore, we histologically examined fluorescent-expressing cells in the 
brain during various phases of development. (2) We verified the effects of steroid treatment in the 
developing brain using rats with constantly visible kisspeptin neurons and we found that estrogen 
aromatized from testosterone in developing male rats reduces the number of kisspeptin neurons in the
 hypothalamus and causes the dysfunction of the ovulation system in rats.
(3) We obtained a list of genes expressed in hypothalamic kisspeptin neurons distributed in the 
anterior and posterior hypothalamus.

研究分野：家畜繁殖学・神経内分泌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、哺乳類において発達脳への性ステロイドホルモン感作が、生涯にわたって生殖機能を抑制するメカニ
ズムの解明を目指しており、家畜における排卵障害や卵胞発育不全の機序の理解に資する点で社会的意義があ
る。加えて、発達期の性ステロイドホルモンが生殖中枢キスペプチンニューロンのキスペプチン遺伝子発現を抑
制するメカニズムの解明を通じで、不可逆な遺伝子発現抑制の分子メカニズムを解明する点で、学術的意義があ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
家畜（ウシ）の繁殖低下の要因の約４割を占める「視床下部性の繁殖機能不全」の一部は、発

達脳への外的・内的環境因子の影響が生涯にわたり生殖中枢の機能を低下させることに起因す

ると考えられる。家畜の効率的は繁殖技術の向上のために、この生殖中枢機能低下のメカニズム

の解明が求められている。近年、哺乳類の生殖機能は、種を超えて視床下部のキスペプチンニュ

ーロンにより制御されることが明らかとなり、キスペプチンニューロンは哺乳類の生殖の最上

位中枢であると考えられている。視床下部前方の前腹側室周囲核（AVPV）や視索前野に位置す
るキスペプチンニューロンは、性腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）サージ、ひいては黄体
形成ホルモン（LH）サージを制御する「排卵中枢」と考えられる。一方で、視床下部弓状核に分
布するキスペプチンニューロンは、GnRH/LHの基底分泌を制御する卵胞発育中枢であると考え
られている。これまで我々は、ラットをモデル動物として用いた研究により、発達期の脳へのス

テロイド感作が、AVPV特異的にキスペプチン遺伝子（Kiss1）発現を生涯にわたって不可逆に抑
制し、LHサージを抑制すること明らかにしているが、その分子メカニズムは不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、哺乳類において発達脳への性ステロイドホルモン感作が、生涯にわたって生殖機能

を抑制する分子メカニズムの解明を目的とする。具体的には、出生直後のラットにおける性ステ

ロイド感作により、脳内の Kiss1 発現が不可逆に抑制されるメカニズムを明らかにし、Kiss1 に
特異的かつ不可逆な発現抑制を担うプログラミング機構を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、発達期の脳への性ステロイド感作により、キスペプチンニューロンにおけるKiss1
発現が特異的かつ不可逆に消失するメカニズムを解明し、生殖機能の制御に資する遺伝子を同

定するために、下記の研究を実施した。 
 
（1）キスペプチンニューロンを常時可視化できる遺伝子改変ラットの作出 

キスペプチンニューロンを Kiss1 発現の有無に関わらず蛍光蛋白により常時可視化できる遺
伝子改変ラットを作製し、出生直後に精巣由来のステロイド感作がある雄ラットと感作がない

雌ラットを用いて、発達期の様々なフェーズにおいての脳における Kiss1 由来の蛍光陽性細胞

を組織学的に検索し、その発現細胞数と発現の時期に雌雄差があるかどうかを検討する。 
 

（2）キスペプチンニューロン常時可視化ラットを用いた、発達脳でのステロイド感作の効果 

出生直後にテストステロンを投与した雌ラットにおいて、脳内の可視化キスペプチンニュー

ロンの発現分布が雄型に変化するかを検討するとともに、LH分泌への効果を確かめる。さらに、

生後にアロマターゼ阻害剤を投与した雄ラットにおいて、排卵中枢における可視化キスペプチ

ンニューロンが雌化し、LHサージを誘起できるかを明らかにする。 

 

（3）キスペプチンニューロンに発現する遺伝子リストの作成と候補遺伝子群の絞り込み 

キスペプチンニューロン常時可視化ラットを用いて、キスペプチンニューロンを単離し、その

RNA-seq解析により、排卵中枢および卵胞発育中枢のキスペプチンニューロンに発現する遺伝

子リストを得て候補遺伝子リストを作成する。さらに、得られた遺伝子リストから、性ステロ

イドにより変動し、かつエストロゲン受容体（ER）αとのインタラクションを介して遺伝子の

転写に関わる可能性が高い有力な候補遺伝子を絞り込む。 
 

（4） キスペプチンニューロン特異的な候補遺伝子ノックダウンラット作製による候補因子の役割解明 

有力と認められた候補因子遺伝子をキスペプチンニューロン特異的にノックダウンするラッ

トを作出し、生理的な役割を証明する。具体的には、Kiss1プロモータ下で Cre リコンビナーゼ

を発現するKiss1-Creラットを用い、その脳内に候補遺伝子の shRNAをCre依存性に発現させ、

LH分泌および脳内の Kiss1発現に及ぼす影響を検討する。 
 

４．研究成果 

（1）キスペプチンニューロンを常時可視化できる遺伝子改変ラットの作出 

Kiss1-Creラットと、Cre 依存性に tdTomato 赤色蛍光蛋白質を発現するレポーターラットを交

配し、新たにキスペプチン常時可視化ラットを作製した。これにより、キスペプチンニューロ

ンを Kiss1 発現の有無に関わらず蛍光蛋白により常時可視化できる遺伝子改変ラットを得るこ

とに成功した。さらに、発達期の様々なフェーズにおいて（生後１日目から成体まで）の脳に



おける蛍光陽性細胞を組織学的に検索し、その発現細胞数と発現の時期に雌雄差があることを

明らかにした。具体的には、出生直後に精巣由来のステロイド感作がある雄においてのみ、

AVPV における蛍光陽性細胞が生後１日目から認められるものの、性成熟後には雌ラットの

AVPV での蛍光陽性細胞が急激に増加することを明らかにした。一方雄では、AVPV の蛍光陽

性細胞が成熟に伴って増加しないことから、雄では発達期のステロイド感作により、Kiss1発現
そのものが抑制される事が示唆された。さらに、卵胞発育中枢においても蛍光陽性細胞には性

差があり、雌ラットでは雄ラットよりも有意に蛍光陽性細胞が多いことが確認された。これら

の結果から、発達期のステロイド感作により、排卵中枢では Kiss1 発現が消失し卵胞発育中枢
では Kiss1発現が減少することが明らかとなった。これらの成果は、現在投稿中である。 
 

（2）キスペプチンニューロン常時可視化ラットを用いた、発達脳でのステロイド感作の効果 

出生直後にテストステロンを投与した雌ラットにおいて、成熟後に脳内の蛍光陽性細胞を観

察したところ、排卵中枢における可視化キスペプチンニューロンが雄型に変化し、LH サージ
が消失することが明らかとなった。さらに、生後にアロマターゼ阻害剤を投与した雄ラットに

おいて、排卵中枢における可視化キスペプチンニューロンの雄性化/脱雌性化が阻害され、LH
サージを誘起できることを明らかにした。この結果により、発達期の雄ラットではテストステ

ロンがエストロゲンに芳香化され、排卵中枢 AVPVにおける Kiss1発現を不可逆に抑制し、排
卵中枢が生涯にわたって機能しないことが明らかにした。これらの成果は、現在投稿準備中で

ある。 
 
（3）キスペプチンニューロンに発現する遺伝子リストの作成と候補遺伝子群の絞り込み 

キスペプチンニューロン常時可視化ラットを用いて、キスペプチンニューロンを単離し、その

RNA-seq 解析を実施し、排卵中枢および卵胞発育中枢に分布するキスペプチンニューロンに発

現する遺伝子リストを得た。具体的には、エストロゲン処理・不処理のキスペプチン常時可視化

ラットの視床下部を採取し、蛍光蛋白を指標としてキスペプチンニューロンのみを単離し、単離

同ニューロンの RNA-seq解析を行った。その結果、排卵中枢 AVPVおよび卵胞発育中枢キスペ

プチンニューロンには、それぞれ特異的に発現が高い遺伝子が存在することが明らかとなった。

さらに、発達期の性ステロイドにより大きな影響を受ける排卵中枢 AVPV Kiss1 細胞において、

発現が顕著に高い遺伝子（ERα 共役コファクターや受容体等）候補を絞り込むことができた。 
 
（4） キスペプチンニューロン特異的な候補遺伝子ノックダウンラット作製による候補因子の役割解明 

 有力と認められた候補因子遺伝子をキスペプチンニューロン特異的にノックダウンするラ

ットを作出し、生理的な役割を証明することを目的とし、成熟 Kiss1-Creラットの脳内に、候補

遺伝子 A（ERα共役コアアクチベーターのひとつ）の shRNAをキスペプチンニューロン特異
的に発現させた。その結果、排卵中枢 AVPV における Kiss1 発現が顕著に減少し、LH サージ
が有意に減弱した。このことから、候補遺伝子 Aが AVPVキスペプチンニューロンで特異的に
作用し、Kiss1発現増加させ、その結果として LHサージが誘起されることが明らかとなった。

今後は、出生直後のラットへの性ステロイドの感作が、候補遺伝子 Aの発現を不可逆に抑制す
るかどうかを検討し、候補遺伝子 Aが発達期の性ステロイド感作による AVPVでの Kiss1発現
の不可逆な抑制を担う原因遺伝子であるかどうかを確かめる予定である。 

さらに、排卵中枢 AVPV キスペプチンニューロン特異的に ATP 受容体（P2X2 受容体）が
高発現することに着目し、ATP を神経伝達物質とするプリン作動性ニューロンが、排卵中
枢キスペプチンニューロンの活性化に中心的な役割を有することが明らかにした。具体的
には、雌ラットの AVPV キスペプチンニューロンの近傍に ATP を投与すると LH サージを

誘起できることを示し、さらに AVPV への P2X2 受容体拮抗剤投与が LH サージと排卵を
阻害することを明らかにした。加えて、高濃度エストロゲン処置が成熟雌ラット後脳のプ
リン作動性ニューロンを活性化することを明らかにした。本知見により ATP が家畜の排卵
障害に対する新たな治療に活用できる可能性を示した。本結果は、発表済みである（Inoue 
et al., 2023, Journal of Neuroscience）。 
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